PRIORITY 
DOCUMENT 

SUBMITTED OR TRANSMITTED IN 
COMPLIANCE WITH RULE 17.1(a) OR (b) 




Bescheinigung 





Die Anmelderin Deutsche* Krebsf orschungszentrum Btifftung 
deS offentlichen Rechts in Heidelberg. Necker/Deutschland 
hat eine Patentanmeldung unter der Bezeichnung 

••inhibitor-Protein des vmt- Signalwegs" 

am 27. Oktober 1997 beim Deutschen Patent- und Markenamt 

eingereicht . 

Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue 
Wiedergabe der ursprunglichen unterlagen dieser Patent- 
anmeldung . 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vor- 
laufig die Symbole C 07 K, A 61 K und C 12 N der Interna- 
tionalen Patentklassif ikation erhalten. 

Munchen, den 11. November 1998 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Der President 
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Anmelder: Deutsches Krebsforschungszentrum 

■ Stiftung des offentlichen Rechts 
Unser Zeichen: K 2454 - hu / wd 



Inhibitor-Protein des wnt-Signalwegs 

Die vorliegende E rfindung betrifft ein Inhibitor-Protein des wnt-Signa.wegs eine 
u«. .ulU.m, H.ut Ull kodle^ide UNA und e.n ^ertahren zur Herstellung e i ne s 
solchen Proteins. Ferner betrifft die Erfindung die Verwendung der DNA und des 
Proteins sowie gegen das Protein gerichtete Antikorper. 

Der wnt-Signalweg spielt eine wichtige Roll, in der Regulation der Zellprolifera- 
t.on und -Differenzierung wahrend der Embryonal-Entwicklung von Drosophila 
Xenopus laevis und der Maus. Der wnt-Signalweg umfaGt die Kombination von 
sekretorischen Glykoproteinen, die durch wnt-Gene, z.B. Xwnt-8, kodiert sind 
und wnt-Rezeptoren, an die die G.ykoproteine binden. Ferner ist der wnt-Signal- 
weg be.m Menschen kausa. im Colon- und Mammakarzinom sowie dem Mela- 
nom .mpliziert (vgl. Peifer, M., Science 275, (1997), 1752-1753,. Inhibitor 
des wnt-Signalwegs konnten daher eine Mog.ichkeit darste.len, therapeutisch bei 
Tumorerkrankungen eingreifen zu konnen. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mitte. bereitzu- 
stellen, mit dem der wnt-Signalweg inhibiert werden kann. 

Erfindungsgema* wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen 
erreicht. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit ein Inhibitor-Protein des wnt- 
S-gna.wegs, wobei das Protein zumindest eine der in Fig. 1 angegebenen Amino- 
saure-Konsensus-Sequenzen I und II umfaSt. 

Die vorliegende Erfindung beruht auf der Erkenntnis des Anmelders, da* in 
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Tieren, besonders Saugetieren, ganz besonders dem Menschen, ein Protein 
existiert, das den wnt-Signalweg inhibiert. Der Anmelder hat gefunden, dafc die 
Expression des wnt-Gens, Xwnt-8, in Xenopus laevis zur Ausbildung von Siame- 
sischen Zwillingen fuhrt. Diese Mifcbildung wird verhindert, wenn gleichzeitig das 
vorstehende Protein exprimiert wird. Dieses Protein ist ein sekretorisches Protein 
von etwa 40 kD. Es weist zumindest eine der in Fig. 1 angegebenen Cystein- 
reichen Aminosaure-Konsensus-Sequenzen I und II auf. 



10 



In der vorliegenden Erfindung wird vorstehendes Protein mit "wnt-lnhibitor" 
(wnt-l) bezeichnet. 



In bevorzugter Ausfuhrungsform weist (wnt-l) die in Fig. 1 angegebenen Amino- 
saure-Konsenus-Sequenzen I und II auf. 

1 5 Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine fur (wnt-l) kodieren- 

de Nukleinsaure. Diese kann eine RNA oder eine DNA sein. Letztere kann z.B. 
eine genomische DNA oder eine cDNA sein. Bevorzugt ist eine DNA, die folgen- 
des umfafSt: 

20 (a) die DNA von Fig. 2 oder eine hiervon durch ein oder mehrere Basenpaare 

unterschiedliche DNA, 

(b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende DNA, oder 

25 (c) eine mit der DNA von (a) oder (b) uber den degenerierten genetischen 

Code verwandte DNA. 



30 



Der Ausdruck "hybridisierende DNA" weist auf eine DNA hin, die unter ublichen 
Bedingungen, insbesondere bei 20°C unter dem Schmelzpunkt der DNA, mit 
einer DNA von (a) hybridisiert. 



Die DNA von Fig. 2 umfaGt sieben DNAs, die aus Xenopus laevis, Maus, 
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Mensch oder Huhn stammen und fur (wnt-l, kodieren. Sechs dieser DNAs 
warden bei der DSMZ (Deutsche Samm.ung von Mikroorganismen und Zell- 
kulturen) am 19. Sept. 1997 wie folgt hinterlegt: 

Fig. 2. 1 (DNA aus Mensch) als phdkk-3 unter DSM 1 1 762 

Fig. 2.2 (DNA aus Huhn) tragt die Bezeichnung pcdkk-3 

^' g - 2 J 3 (DNA aus Ma us) als pmdkk-2 unter DSM 1 1 759 

na - 2,4 (DNA dUi, MtJiitsUl) dlt, plldkk-2 ui.Ler UbM I I /6 1 



Fig- 2.5 (DNA aus Maus) als pmdkk-1 unter DMS 1 1 758 
Fig. 2.6 (DNA aus Mensch) als P hdkk-1 unter DSM 1 1 760 
Fig. 2.7 (DNA aus Xenopus laevis) als pRNdkk-1 unter DSM 1 1 757 

Nachstehend wird eine erfindungsgemafce DNA in Form einer cDNA beschrieben 
D-ese steht beispielhaft fur jede unter die vorliegende Erfindung fallende DNA. 

Zur Herstellung einer erfindungsgemafcen cDNA ist es gunstig, von einer Xeno- 
pus laevis-cDNA-Bibliothek auszugehen ,vg,. Glinka, A. et a... Mechanisms 
Develope 60, ,,996,. 221-231,. Von den einzelnen cDNA-K.onen werden 
m,ttel S RNA-Polymerase entsprechende mRNAs synthetisiert. Diese werden 
zusammen mit mRNA von wnt-Genen, z.B. Xwnt-8, in Xenopus laevis mikroinji- 
z-ert. Es wird auf die Ausbi.dung von Siamesischen Zwil.ingen bei Xenopus 
laev,s gescreent. Diese werden erhalten, wenn die mRNA des wnt-Gens al.eine 
oder zusammen mit solcher Xenopus laevis mRNA mikroinjiziert wird, die nicht 
fur ,wnt-„ kodiert. Das Nicht-Auftreten von Siamesischen Zwil.ingen wird somit 
als Nachweis fur das Vorliegen einer mRNA gewertet, die fur (wnt-l, kodiert 
Solch eine mRNA laSt unmittelbar die entsprechende cDNA erkennen. 

Eine erfindunggemaGe cDNA kann in einem Vektor bzw. Expressionsvektor 
vorhegen. Beispiele solcher sind dem Fachmann bekannt. Im Fal.e eines Ex- 
pressionsvektors fur E. co.i sind dies z.B. pGEMEX, pUC-Derivate, P GEX-2T 
P ET3b und pQE-8. Fur die Expression in Hefe sind z.B. pY100 und Ycpadl zu 
nennen, wahrend fur die Expression in tierischen Zellen z.B. pKCR, pEFBOS 
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cDM8 und pCEV4, anzugeben sind. Fur die Expression in Insektenzellen eignet 
sich besonders der Baculovirus-Expressionsvektor pAcSGHisNT-A. 

Der Fachmann kennt geeignete Zellen, um eine, erfindungsgemafce, in einem 
Expressionsvektor vorliegende cDNA zu exprimieren. Beispiele solcher Zellen 
umfassen die E.coli-Stamme HB101, DH1 , x1776, JM101, JM 109, BL21 und 
SG 1 3009, den Hefe-Stamm Saccharomyces cerevisiae und die tierischen Zellen 

'ero und HeLa sowie die Insektenzellen sf9. 

Der Fachmann weifc, in welcher Weise eine erfindungsgema&e cDNA in einen 
Expressionsvektor inseriert werden mufc. Ihm ist auch bekannt, date diese cDNA 
in Verbindung mit einer fur ein anderes Protein bzw. Peptid kodierenden DNA 
inseriert werden kann, so dafc die erfindungsgemafce cDNA in Form eines Fu- 
sionsproteins exprimiert werden kann. 

Des weiteren kennt der Fachmann Bedingungen, transformierte bzw. trans- 
fizierte Zellen zu kultivieren. Auch sind ihm Verfahren bekannt, das durch die 
erfindungsgemafce cDNA exprimierte Protein zu isolieren und zu reinigen. Ein 
solches Protein, das auch ein Fusionsprotein sein kann, ist somit ebenfalls 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein gegen ein vorstehen- 
des Protein bzw. Fusionsprotein gerichteter Antikorper. Ein solcher Antikorper 
kann durch ubliche Verfahren hergestellt werden. Er kann polyklonal bzw. 
monoklonal sein. Zu seiner Herstellung ist es gunstig, Tiere, insbesondere 
Kaninchen oder Huhner fur einen polyklonalen und Mause fur einen monoklona- 
len Antikorper, mit einem vorstehenden (Fusions)protein oder Fragmenten davon 
zu immunisieren. Weitere "Booster" der Tiere konnen mit dem gleichen (Fu- 
sions)protein oder Fragmenten davon erfolgen. Der polyklonale Antikorper kann 
dann aus dem Serum bzw. Eigelb der Tiere erhalten werden. Fur den monoklo- 
nalen Antikorper werden Milzzellen der Tiere mit Myelomzellen fusioniert. 



27. Oktober 1997 



- 5 - 



D.e vorliegende Erfindung ermoglicht es, den wnt-Signalweg besser zu unter 
suchen und zu verstehen. Mit einem erfindungsgemafcen Antikorper kann (wnt- 
I) m Organismen nachgewiesen werden. Ferner kann mit einem erfindungs- 
gemafcen (wnt-l) ein gegen dieses Protein gerichteter Autoantikorper nachgewie- 
sen werden. Beide Nachweise konnen durch ubliche Verfahren, insbesondere 
•men Western Blot, einen ELISA, eine Immunprazipitation oder durch Immun- 
fluoreszenz, erfolgen. Desweiteren kann mit einer erfindungsgemalSen Nuklein- 
saure, msoesondere einer DNA und h,erv 0 n abgeleiteten Primern, die Expression 
des fur (wnt-l) kodierenden Gens nachgewiesen werden. Dieser Nachweis kann 
in ublicher Weise, insbesondere in einem Southern Blot, erfolgen. 

Somit konnen mit der vorliegenden Erfindung auch Prozesse besser untersucht 
d.h. d.agnostiziert, und verstanden werden, die mit dem wnt-Signalweg zusam- 
menhangen. Dies sind z.B. Zellproliferation und -Differenzierung sowie Erkran- 
kungen verschiedenster Art. Beispiele von .etzteren sind Erkrankungen des 
Auges und der Knochen sowie Tumorerkrankungen, insbesondere Colon- und 
Mammakarzinom sowie Melanom. 

Desweiteren eignet sich die vorliegende Erfindung, MaSnahmen fur und gegen 
das Vorliegen von (wnt-l) in Organismen zu ergreifen. Mit einem erfindungs- 
gemaSen Antikorper kann (wnt-l) in Organismen inhibiert werden. Andererseits 
kann m,t einem erfindungsgemaSen (wnt-l), insbesondere nach Kopplung an ein 
vom Korper nicht als fremd angesehenes Protein, z.B. Transferrin oder BSA die 
Menge von (wnt-l, in Organismen erhoht werden. Entsprechendes kann auch mit 
emer erfindungsgemaGen Nukleinsaure, insbesondere einer DNA, erreicht wer- 
den, die unter die Kontrolle eines in bestimmten Geweben induzierbaren Promo- 
tors gestellt wird und nach ihrer Expression zur Bereitstellung von (wnt-l) in 
d.esen Geweben fuhrt. Daruberhinaus kann eine erfindungsgemaSe Nuklein- 
saure, insbesondere eine DNA, auch zur Inhibierung von (wnt-l) genutzt werden 
H.erzu wird die Nukleinsaure, z.B. als Basis fur die Erstel.ung von Anti-Sinn- 
Ohgonukleotiden zur Expressions-lnhibierung des fur (wnt-l) kodierenden Gens 
verwendet. 
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Somit stellt die vorliegende Erfindung auch die Moglichkeit bereit, in den wnt- 
Signalweg aktivierend bzw. inhibierend einzugreifen. Erstes konnte z.B durch 
Verabreichung eines erfindungsgemaSen Antikorpers gegen (wnt-l) erfolgen. Fur 
letzteres bietet sich an, erfindungsgemaSes (wnt-l) zu verabreichen. Die Akt.v.e- 
rung des wnt-Signalwegs konnte sinnvoll sein, wenn daran gedacht wird, 
Organismen fur Organspende zu zuchten. Die Inhibierung des wnt-Signalwegs 
bietet sich allerdings an, urn therape utisch bei Erkrankungen von Knochen und 
des Auges sow.e be. I umorerkranku ngen, msbesondere Colon- und iviammakar- 
zinomen sowie Melanom, eingreifen zu konnen. 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen: 



Fig. 1 



zeigt die Aminosaure-Konsensus-Sequenzen I und II eines erfin- 
dungsgemafcen (wnt-l). Die Angabe "-" bedeutet eine Aminosaure, 
wobei die Zahl der Aminosauren variabel ist, wenn sie einen Stern 



aufweisen. 



Fig. 2 



zeigt die Basensequenz von sieben (wnt-l) kodierenden DNAs mit 
Angabe der Basen, die zu den Aminosaure-Konsensus-Sequenzen 
von (wnt-l) beitragen. 



Die vorliegende Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele erlautert. 



Beispiel 1 : Herstellung und Reinigung eines erfindungsgemafcen (wnt-l) 

Zur Herstellung eines erfindungsgemaBen (wtn-l) wurde die DNA von Fig. 2.6, 
phdkk-1 mit Bam Hl-Linkern versehen, anschlieSend mit Bam HI gespalten und 
in den mit Bam HI gespaltenen Expressionsvektors P QE-8 (Qiagen) inseriert. Es 
wurde das Expressionsplasmid pQ/wnt-l erhalten. Ein solches kodiert fur em 
Fusionsprotein aus 6 Histidin-Resten (N-Terminuspartner) und einem erfindungs- 
gemaSen (wnt-l) (C-Terminuspartner). pQ/wnt-l wurde zur Transformation von 
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*«* SG ,3009,v gl . Gott8sman , s „ 

verwendet Die Bakt^ri«r, ^ . ( yi 26 5-273 

ll ^ ,tJ Da KTenen wurden n ein^m i r iwi^^r- 

yse aer Baktenen erre,cht, anschlieSend wurde mit dpm . ♦ • 

matographie (Ni-NTA-Resin) in r VS3t 6ine Chr °- 

1 m A Hesin > m Gegenwart von 8 M H 3 m c t„« . 

Angaben des Herstellers (Diagen, des ChroJt . e "^hend der 

J- I .U ..J-. I , ^^ograph.e-Materia ls durchgefuhrt. 

Unqene 1 "^"^ote.n wurde in emem Puffer mit dHU . • : 

seiner Neutralising wurde da S F„« ^ Na ° h 

Ge.ele k trop ho reseunterwol F ; S ' 0nSPr ° tem ^ 18 % SDS-Po.yacryiamid- 
-.^^r— ^^^^ 

— - - h reiner Form 
Be, Pi e, 2: HersteIIung und Nachwejs ejnes erfindungs _ Amik6rperg 

Ein erfindungsgemaSes Fusionsprotein von Beisoie/ i , w ■ 
Polyacrylamid-Gelelektro.hnr 6 e ' n6r 18 % SDS " 

* ~ ^, z ,::: ::::: r :::~r und 

tiert, bevor die Pmt^i, -=tucKe wurden sedimen- 

d,e Protemkonzentration des Oberstandes durch eine SDS Pn, 
acrylamid-Gelelektrophorese derp.n^r SDS-Poly- 
wurde. Mit dem Ge. 1 = C — s.e-Blau-Farbung fo.gte, bestimmt 
Ge ( - g er ei n lg te n Fusionsprotein wurden Tiere wie foigt immuni- 



.mmunisierungsprotoko,, fur po.yk.ona.e An tikorper im Kaninchen 

- 35/79 Ge, - g ~ — - - pbs 
rag o ttt inkomp,ettem Freund ' s Adjuvans ein — 

Tao n ' mmun — ng (komplettes Freund's Adjuvans, 

* 2 . .mmunisierung (inkompiettes Freund's Adjuvans; icFA, 
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Tag 28 
Tag 56 
Tag 80 



3. Immunisierung (icFA) 

4. Immunisierung (icFA) 
Ausbluten 



Das Serum des Kaninchens wurde im Immunoblot getestet. Hierzu wurde ein 
erfindungsgemafces Fusionsprotein von Beispiel 1 einer SDS-Polyacrylamid- 
Gelelektrophorese unterzogen und auf ein Nitrocellulosefilter ubertragen (vgl. 
Khyse-Andersen, J., J- U .oJ,u.rblophv. Math. 10, (19B4), 206-^). Die 
Western Blot-Analyse wurde wie in Bock, C.-T. et al., Virus Genes 8, (1994), 
215-229, beschrieben, durchgefuhrt. Hierzu wurde das Nitrocellulosefilter eine 
Stunde bei 37°C mit einem ersten Antikorper inkubiert. Dieser Antikorper war 
das Serum des Kaninchens (1:10000 in PBS). Nach mehreren Waschschritten 
mit PBS wurde das Nitrocellulosefilter mit einem zweiten Antikorper inkubiert. 
Dieser Antikorper war ein mit alkalischer Phosphatase gekoppelter monoklonaler 
Ziege Anti-Kaninchen-lgG-Antikorper (Dianova) (1:5000) in PBS. Nach 30- 
minutiger Inkubation bei 37°C folgten mehrere Waschschritte mit PBS und 
anschlieSend die alkalische Phosphatase-Nachweisreaktion mit Entwicklerlosung 
(36^M 5' Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat, 400„M Nitroblau-tetrazolium. 
100mM Tris-HCI, pH 9.5, 100 mM NaCI, 5 mM MgCI 2 ) bei Raumtemperatur, bis 
Banden sichtbar waren. 



Es zeigte s 
konnen. 



ich, daB erfindungsgemafie, polyklonale Antikorper hergestellt werden 



Immunisierungsprotokoll fur polyklonale Antikorper im Huhn 

Pro Immunisierung wurden 40 M g Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,8 ml PBS 
und 0,8 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt. 



Tag O. 
Tag 28: 
Tag 50: 



1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

3. Immunisierung (icFA) 
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Aus Eig.,6 wurden An.Mrpa, MlNin und im Westem a<H 
e rfl ndun 9 3 9em58e . p„, yk ,ona„ An« ikSr pe r „ a c h9 ew,asa„. 

lmmunisi e , u „ gsp „ toko „ „, monokk , na , e Amik5 , per der ^ 

2 'cTstT"" 9 , WUrdS " ' ^ a -~- *~~P™-" in 0. 25 m , p BS 
, ' 5 k< "" P '°"' m b ™- *»*««" Adu,™ ein9eset2t; be , 



Tag 0. 
Tag 28 
Tag 56 
Tag 84 
Tag 87 



1- Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

2. Immunisierung (inkompiettes Freund's Adjuvans; icFA) 

3. Immunisierung (icFA) 

4. Immunisierung (PBS) 
Fusion 



%ZZZ Hv , b,ldomen wurden im W98,em - — «■ 

gemaKe. monoklonale Antikorpe, „ ufde „ „,chg ew i eS8 „. 
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Patentanspriiche 



1. 



2. 



3. 



Inhibitor-Protein des wnt-Signalwegs, wobei das Protein zumindest eine 
der in Fig. 1 angegebenen Aminosaure-Konsensus-Sequenzen I und ll 

umfafct. 

Protein nach Anspruch 1, wobei das Protein die Aminosaure-Konsensus- 
Sequenzen I und II umfafSt. 

DNA, kodierend fur das Protein nach Anspruch 1 Oder 2. 



4. 



5. 



7. 



8. 



DNA nach Anspruch 3, wobei die DNA umfaBt: 

(a) die DNA von Fig. 2 oder eine hiervon durch ein oder mehrere Ba- 
senpaare unterschiedliche DNA, 
eine mit der DNA von (a) hybridisierende DNA oder 
eine mit der DNA von (a) oder (b) uber den degenerierten geneti- 
schen Code verwandte DNA. 



(b) 
(O 



Expressionsplasmid. umfassend die DNA nach Anspruch 3 oder 4. 



6. Transformante, enthaltend das Expressionsplasmid nach Anspruch 5. 



Verfahren zur Herstellung des Proteins nach Anspruch 1 oder 2, umfas- 
send die Kultivierung der Transformante nach Anspruch 6 unter geeigne- 
ten Bedingungen. 

Antikorper, gerichtet gegen das Protein nach Anspruch 1 oder 2. 



9. Verwendung des Proteins nach Anspruch 1 oder 2 als Reagens zur Dia- 

gnose und/oder Therapie. 
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10. V„„ endu der DNfl „ ach flnsprgch 3 odef 4 ^ ^ 

und/oder Therapie. 
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Deutsches Krebsforschungszentrum 
Stiftung des Offentlichen Rechts 
K 2454 



Zusammenfassung 
Inhibitor-Protein des wnt-Signalwegs 



TT^gerrae OTmd Ong betrii l l e.n hihi b.Lui I'mlein des wnl-biyiidl^; 
Zel sdches Protein kodierende DN A und ein Verfahren zur Herstellung eines 
solchen Proteins. Ferner betrifft die Erfindung die Verwendung der DNA und des 
Proteins sowie gegen das Protein gerichtete Antikorper. 
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